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Разработан метод анализа изомерного состава нового противоопухолевого препарата лизо- 
мустин, основанный на использовании высокоэффективной жидкостной хроматографии в обра- 
щеннофазовом варианте на отечественном микроколоночном хроматографе “Милихром”. Отно­
сительная ошибка метода не превышает 2%, что позволило его использовать при составлении 
фармакопейных статей на субстанцию и лекарственную форму препарата.
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Исследование биологической активности ин­
дивидуальных изомеров лизомустина [ 1 ] показа­
ло, что изомер 2 проявляет значительно более 
высокий противоопухолевый эффект по сравне­
нию с изомером 1, т.е. лечебное действие препа­
рата лизомустин зависит от содержания изоме­
ра 2. Изучение противоопухолевой активности 
индивидуальных изомеров лизомустина и их 
смеси позволило сделать заключение о том, что 
смесь изомеров лизомустина обладает лучшими 
терапевтическими свойствами по сравнению с 
изомером 2. Установлено, что оптимальным со­
отношением изомеров в препарате является сле­
дующее: 25 % изомера 2 и 75 % изомера 1 с допу­
стимым колебанием ±2 % [1]. В связи с тем, что 
изомеры лизомустина отличаются друг от друга 
по противоопухолевому эффекту и токсичности, 
изомерный состав препарата является важней­
шим показателем его качества.
Электронные спектры НАМ характеризуются 
двумя максимумами поглощения: коротковолно­
вым -  около 230 нм и длинноволновым -  около 
400 нм. Измерение поглощения растворов НАМ в 
этих областях положено в основу ряда методов 
определения НАМ [2]. Спектрофотометрические 
методы определения НАМ не обладают структур­
ной избирательностью и не пригодны для ана­
лиза изомерного состава. Наибольшее распрост­
ранение для целей определения индивидуаль­
ных соединений в сложных смесях получили хро­
матографические методы, например хроматогра­
фия в тонком слое сорбента [3]. Однако чувстви­
тельность. и особенно точность этого метода яв­
ляется недостаточной для определения изомер­
ного состава лизомустина. Для анализа количе­
ственного содержания нелетучих, термически 
неустойчивых органических соединений, к кото­
рым относятся НАМ. наиболее приемлемым яв­
ляется метод ВЭЖХ. Наличие в структуре изоме­
ров лизомустина реакционноспособных и высо­
кополярных групп ограничивало возможность 
использования неподвижных фаз и потребовало 
тщательного подбора состава элюента для дос­
тижения требуемой селективности разделения и 
сохранения исходного соотношения изомеров в 
процессе анализа.
Экспериментальная часть
Применяемые приборы и реактивы. Для раз­
работки методики определения изомерного со­
става использовали индивидуальные изомеры 
лизомустина. полученные по методу [1]. и суб­
станцию лизомустина, содержащую не менее 98 
% основного вещества, которая соответствовала 
требованиям Фармакопейной статьи [4].
Растворы препарата, вводимые в хроматогра­
фическую колонку, готовили на очищеной воде, 
соответствующей требованиям ФС 42-2620-97.
Реактивы, используемые для приготовления 
подвижной фазы, подвергали следующей обра­
ботке: спирт этиловый 95 % (ФС 42-3072-94) до­
полнительно перегоняли: калия фосфат одноза- 
мещенный (КН2Р04, осч. 6-3 ТУ 6-09-138-75) дваж­
ды перекристаллизовывали из воды и высуши­
вали при 110° С до постоянной массы.
Хроматографический анализ проводили на 
микроколоночном хроматографе “Милихром” 
(Россия) с УФ спектрофотометрическим детекто­
ром. Длина колонки 62 мм, внутренний диаметр 
2 мм. адсорбент - "Силасорб С18” (Чехия) с разме­
ром частиц 5 мкм, эффективность 1200-1500 т.т. 
Хроматограммы регистрировались на самопишу­
щем потенциометре JIKC4-003.
Методика анализа. 0.025 г (точная навеска) 
мелкорастертого лизомустина-субстанции пере­
носят в мерную колбу вместимостью 100 мл. кол­
бу заполняют водой до метки и тщательно пере­
мешивают до полного растворения препарата (в 
случае лекарственной формы лизомустина со­
держимое одного флакона растворяют в мерной 
колбе вместимостью 100 мл). 1.0-1,5 мкл получен­
ного раствора вводят в колонку аналитического 
хроматографа "Милихром" (Россия). Подвижная 
фаза - смесь спирта этилового 95 % и 0.01 М водно­
го раствора КН.,Р04 в соотношении 1:9 (по объему). 
Скорость подачи подвижной фазы 100 мкл/мин. 
Температура колонки - комнатная. Детектирова­
ние проводят при длине волны 230 нм. После 
каждого определения колонку промывают 1 мл 
спирта этилового 95% и уравновешивают подвиж­
ной фазой.
Обсуждение результатов
В найденных условиях проведения анализа на 
хроматограмме препарат дает два пика (см.ри­
сунок). отнесение которых было проведено по вре­
менам удерживания индивидуальных изомеров, 
соотношение площадей пиков соответствует со­
отношению изомеров в препарате. Площади пи­
ков изомеров S, и S2 (время выхода 3.8-4.2 мин и 
4,9-5,2 мин. соответственно) определяют как про­
изведение высоты пика на ширину на уровне по­
ловины его высоты [5].
АВ
Хроматограммы изомеров 1 и 2 лизомустина 
в субстанции (А) и лекарственной форме (В)
Содержание изомера 2 в препарате (Х^ %) вы­
числяют по формуле
V -  S2-X 
Х2 “ Si +S2
где X - содержание основного вещества в образце 
препарата, %.
Результаты анализа двух партий субстанции 
лизомустина и некоторые статистические дан­
ные приведены в таблице. Относительная по­
грешность среднего результата (е) не превышает 
2.0 %. Содержание изомера2 в исследованных об­
разцах субстанции составляет около 25%. что со­
ответствует требованиям Фармакопейной статьи 
на субстанцию препарата (от 23.0% до 26,0%) [4].
Данная методика определения изомеров лизо­
мустина использована в анализе его лекарствен­
ной формы, разработанной в РОНЦ им. H.H.Бло­
хина РАМН и содержащей, кроме субстанции по- 
лиглюкин (или декстран М). и лимонную кисло­
ту. Показано, что наличие этих веществ не меша­
ет определению изомерного состава.
Результаты определения содержания изомера 2 в субстанции и лекарственной форме
лизомустина (Р=0.95)
Образец препарата Содержание 
изомера 2, %
Относительная 
погрешность, %
п
Субстанция лизомустина, серия 7250496 
(содержание основного вещества 98,27 %)
25,20 1,9 7
Субстанция лизомустина, серия 7311296 
(содержание основного вещества 98,89 %)
24,40 2,0 8
Лизомустин лиофилизированный, 
серия 401294
24,09 1,6 5
Выводы зомустин методом ВЭЖХ, позволяющая опреде-
Разработана методика определения содержа- лять содержание изомеров в субстанции и лекар-
ния изомеров противоопухолевого препарата ли- ственной форме препарата.
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